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Résumé

Résumé :

La cirrhose biliaire primitive est une maladie auto-immune qui touche les petits canaux
biliaires intra-hépatiques. La CBP favorise une destruction des cellules épithéliales biliaires,
et elle est caractérisée par la présence d’auto anticorps anti-mitochondriaux (AMA), ainsi que
les anticorps anti-nucléaire (FAN).

L’objectif dans la présente étude est d’identifier les génes des micro-RNA exprimeés de
manicre différentielle, d’identifier le role biologique de leurs genes cible et 1’interaction entre
ces derniers. Pour cela trois groupes d’individus ont été sélectionnés : quinze(15) patients
atteints de cirrhose biliaire primitive (CBP), Sept (7) patients atteints de stéatose hépatique
non alcoolique (NASH) et Six(6) témoins sains.

Neuf (9) micro-RNA exprimés de maniere différentielle ont été décelés il s’agit du : miR-122,
miR-15A, miR-30e, miR-192 miR-99A, miR-LET7BHG,miR-LET7, miR-LET7 C et

miR503. Parmi ces génes 6 micro-ARN ont été retrouvés sous exprimés et 3 micro-ARN sur
exprimés chez les patients CBP. Ce qui suggére que les premiers ont un rdle protecteur et les
seconds un réle de régulation négatif dans cette pathologie.

Par ailleurs, sept génes candidats a la CBP sont ciblés par les micro-RNA ont été décelés, a
savoir : ADAM10, IGF1R, CCNG1, ADAM17, IGFBP, EIF3G et ADAMO.

Cette étude est menée dans le but de créer de nouvelles perspectives dans la thérapie de la
CBP en utilisant les micro-ARN protecteurs pour le traitement de la maladie en premier
temps, et en second temps de valoriser ces résultats pour crée un test PCR multiplex comme
un test de pronostic et de diagnostic pour cette pathologie.

Mots clés : Cirrhose biliaire primitive, NASH, miR-122, miR-15A, miR-30e, miR-192 miR-
99A, miR-LET7BHG, miR-LET7



Abstract

Abstract:

Primary biliary cirrhosis is an autoimmune disease that affects small intra-hepatic bile
ducts. CBP promotes destruction of bile epithelial cells, and is characterized by the presence
of mitochondrial autoantibodies (AMA), as well as anti-nuclear antibodies (FAN).
The objective of the present study is to identify the genes of the micro-RNAs expressed
differentially, to identify the biological role of their target genes and the interaction between
them. For there 3 groups of individuals were selected: fifteen (15) patients with primary
biliary cirrhosis (PBC), seven (7) patients with non-alcoholic stéatohépatisis (NASH) and six
(6) healthy controls.

Nine (9) micro-RNAs expressed differentially : miR-122, miR-15A, miR-30e, miR-192 miR-
99A, mMIR-LET7BHG,mIiR-LET7, miR-LET7 C and miR503. Among these genes, 6
microRNAs were found under-expressed and 3 microRNAs over-expressed in CBP
patients. Which makes us say that the 5 first have a protective role and the 2 latters have an
offensive role.

Furthermore, 7 PBC candidate genes targeted by micro-RNAs were detected, namely:
ADAM10, IGF1R, CCNG1l, ADAM17, IGFBP, EIF3G and ADAMO.
This study is conducted with the aim of creating new perspectives in PBC therapy using
protectives micro-RNA for the treatment of the disease first and second to value these results

to create a multiplex PCR test as a prognosis and diagnostic test.

Keys words :Primary biliary cirrosis, NASH, miR-122, miR-15A, miR-30e, miR-192 miR-
99A, miR-LET7BHG, miR-LET7.
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Glossaire

Cholangite sclérosante : C’est une affection de cause inconnue, caractérisée par de
multiple zone de fibrose localisée prédominant sur les canaux gros et moyens des
voies biliaires. (Valla, 2006)

Cholestase : Ensemble des manifestations liées a la diminution ou a P’arrét de la
sécretion de la biliaire. (Hamburger, 1982)

La stéatose hépatique non alcoolique : (aussi appelée stéato-hépatite métabolique
ou NASH, « Non AlcoolicSteatoHepatitis ») maladie du foie gras. Cette maladie chez
environ 1/3 des patients, évolue a travers différents degrés de fibrose vers
une cirrhose et favorise I'apparition d'un carcinome hépato-cellulair.(Teresa Maria
Antonini., 2016)

La fibrose: Tissu fibreux se développant la ou les cellules hépatiques ont été
détruites. Quand la fibrose s'étend, elle peut provoquer le développement
d'une cirrhose.(Housset G.,1999)

L’apoptose : Apoptose ou mort cellulaire programmée. C’est un mécanisme
cellulaire, normal, intrinsequement programmeé, par lequel des cellules
s’autodétruisent en réponse a un signal interne. (Synergie Lyon Cancer 2013)

La sénescence : Un processus physiologique qui entraine une lente dégradation des
fonctions de la cellule (notion spécifique de sénescence cellulaire) a l'origine du
vieillissement des organismes. (Joel Aghion.,2003)

Les cholangiocytes : Ce sont les cellules qui tapissent les voies biliaires. 1ls sont
responsables d'importantes modifications de la bile sécrétée par les hépatocytes
(cellules du foie). (N Dianat et coll et al.,2014)

La pyruvate déshydrogénase: est un complexe multienzymatique d’un poids
moléculaire de 10 millions, accroché a la face interne de la membrane interne de la
mitochondrie. (Ciszak et al.,2002)

Mésenchyme : Tissu conjonctif embryonnaire (mésoderme) qui donne le tissu
conjonctif adulte, les cartilages, les os, les muscles. (Edition Le Robert)
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Introduction

Le foie est un organe central qui assure des fonctions essentielles a 1’équilibre vital de
I’organisme, tel que la synthése, la dégradation et I’excrétion. (Jakson et al.,1995). Cet organe
noble est sujet a plusieurs maladies telles que la cirrhose biliaire primitive CBP, qui est une
maladie auto-immune caractérisée par la destruction progressive des canaux biliaires intra-
hépatiques et la présence d’autoanticorps en particulier I’anticorps anti-mitochondrie type 2
(AMA M) (dans plus de 95 % des cas). (Chantran et al., 2014).

La pathogenése de la CBP est caractérisée par un processus auto immun affectant les
cellules biliaires épithéliales (BEC). Plusieurs mécanismes sont suggérés dans la destruction de
ces BEC, dont le mécanisme d’apoptose régulée par les micro-ARN. (Marzorati et al.,2016).

La CBP en Algérie est une maladie a predominance féminine ; d’aprés une étude faite par
Seninet et al., (2015) a I’hopital central de I’armée. Cette étude a été réalisé sur un groupe de
105 patients dont 77 femmes (73%) et 28 hommes (17%) atteints d’hépato pathologies auto-

immunes.

La cholangite sclérosante primitive (CSP) est une maladie caractérisée par une atteinte
inflammatoire idiopathique et fibrosante des voies biliaires intra et/ou extrahépatiques.
L’évolution de cette affection cholestatique chronique est variable mais peut se faire vers
la cirrhose et les complications graves des hépatopathies. De nombreux aspects de cette

maladie restent inconnus ou imprécis. (Molodecky et al., 2011)

Grace aux nouvelles technologies telles que le séquencage a haut débit NGS, plusieurs
micro-ARN exprimés de maniere différentielle ont été mis en évidence chez les patients atteints
de CBP. Parmi ces micro-ARN nous retrouvons le miR-30E qui a un réle protecteur en
réprimant le géne cible EIF3G impliqué dans le processus de ’apoptose. (Marzorati et
al.,2016).

Dans cette étude, nous nous sommes penchés sur I’implication des micro-ARN dans la
physiopathologie de la CBP. En utilisant 1’outil bio-informatique, nous avons tenté d’identifier
les micro-ARN ayant une expression variable chez les 3 groupes de patients étudiés (CBP,
NASH et témoins sains), identifier leurs cibles géniques, présumer le réle biologique de ces
genes cibles dans la physiopathologie de la CBP. Cette étude a pour intérét de chercher de
nouvelles perspectives dans la thérapie de la pathologie.
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Rappels bibliographiques

I. Généralités

Le foie est un organe vital impliqué dans de nombreux processus métaboliques tels que la
formation de la bile. (David Q-H et al.,2016). La bile est collectée par les voies biliaires et
menée a la sortie du foie dans le canal cholédoque qui débouche dans le duodénum ou la bile
est utilisée pour la digestion. Une partie de la bile est stockée dans la vésicule biliaire, elle est
reliée au cholédoque par le canal cystique(Figurel) (Oriana et Denis., 2015). L’épithélium
biliaire est un systeme interconnecté complexe de conduits tubulaires, bordés de cellules
biliaires épithéliales (cholangiocytes) qui forment les plus belles branches de 1’arbre biliaire
(Lleo et al.,2020).

Canal
intrahépatique
Foie —

Vésicule biliaire

Cholédoque

Duodénum ———p | 3 \
Pancréas

Figure 1 : Anatomie du foie, voies biliaires et pancréas (Seninet et al., 2021 Unpulished
data)

| -1 La cirrhose

Par définition, la cirrhose est un processus diffus caractérise par la fibrose et la conversion
de [l’architecture hépatique normale en nodules structurellement anormaux. Les
caractéristiques clés sont la formation de nodules régénératifs d’hépatocytes entourés de
septums fibreux, et de troubles vasculaires qui integrent souvent a la fois les veines centrales

et les voies portales. (John et Margaret, 2016)
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I-2 La cirrhose biliaire primitive

La cirrhose biliaire primaire (anciennement appelée cholongite biliaire primaire) est une
maladie hépatique auto-immune caractérisée par un cycle de lésions des cellules épithéliales
biliaires, de cholestase et de fibrose progressive qui peut évoluer avec le temps vers une
cirrhose biliaire au stade terminal (Gideon et al., 2018).

La CBP est considérée comme une maladie auto-immune prototypique car elle résulte d’une
réponse immunologique contre un auto antigene mitochondrial (PDC-E2), et se caractérise
par la présence des AMA ainsi que les cellules T CD4 et CD8 auto réactives (Lleo et
al.,2020).

La CBP est plus répandue chez les femmes agées de plus de 50 ans que chez les hommes
(Gideon et al., 2018).La raison de cette différence est mal connue, mais une étude a révéle
que la monosomie du chromosome X était plus fréquente chez les femmes atteintes de la
CBP, cela suggere que les génes de I'immunodéficience sont liés au chromosome X ce qui
meéne a la production de niveau élevés d’IgM et a la formation de granulome.(Treta et
Mitchell., 2015). Les anticorps antimitochondriaux (AMA) tres spécifiques sont détectables

et activent les réponses immunitaires innées. (Kazuhito et al., 2012).
La CBP évolue du point de vue histologique en 4 stades :
1- Lésion des canaux et inflammation portale.

2- Augmentation des 1ésions péri portales avec une hépatite d’interface.

3

Altération de I’architecture hépatique due a la présence de plusieurs fibroussepta.

4

Stade de la cirrhose.(Treta et Mitchell, 2015)
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_ Hépatite Auto-immune

<€——— Hépatocytes
Canal intrahépatique 5

Vésicule biliaire

Cholédoque

Cholangite sclérosante biliaire

Figure 2 :Localisation des différentes hépatites auto-immunes
( Seninet et al., 2021 Unpublished data)
I-2-1 Epidémiologie de la CBP

La prévalence de la CBP est de 400/million d’habitants aux USA, 200-250/million
d’habitants en Europe du nord et de 20/million d’habitants en Afrique et en Asie. Cette
différence significative dans les chiffres révele du manque d’études épidémiologiques en

Afrique et en Asie relativement aux USA et a I’Europe du nord.

Les facteurs génétiques et environnementaux tels que 1’exposition au soleil, aux produits
chimiques, aux toxines, aux bactéries, aux virus et la consommation du tabac peuvent jouer un
réle dans la pathogenese de la CBP (Treta et Mitchell, 2015)

I-2-2 Les facteurs de prédisposition génétiques
a- Les polymorphismes HLA associés a la CBP

Les polymorphismes du locus HLA sur le chromosome six sont associés a la CBP.
Les haplo-types HLA-DRB1*08 et B1*02 ont été montrés comme facteurs de risque associés
a la CBP, alors que les haplo types HLA-DRB1*11 et HLA-DRB1*13 ont été montrés
comme protecteurs contre la CBP (Tableaul) (Webb et al.,2015)
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Tableau | : Les haplotypes HLA associés a la CBP et les effets des variations HLA
protecteurs. (Webb et al., 2015)

Risque associé

HLA-DQA1*04:01- HLA-DQB1*04:02- HLA-DRB1*08:01- HLA-B*39:05

HLA-DRB1*04:04-HLA-DQB1*03:02

HLA-DRB1*14-HLA-DPB1*03:01

HLA-DRB1*08:03-HLA-DQB1*06:01

HLA-DRB1*04:05-HLA-DQB1*04:01

Effet protecteur

HLA-DQB1*06:02-HLA-DRB1*15:01-HLA-DQA1*01:02-HLA-B*07:02

HLA-DQB1*03:01-HLA-DRB1*11:01-HLA-DQA1*05:01-HLA-DRB1*11:04

HLA-DRB1*13:02- HLA-DQB1*06:04

b- Les génes candidats non HLA
» IL12A et IL12B

L’IL12 est composé de 2 sous unités p35 et p40 codés par les deux génes IL12A et IL12B
respectivement, les deux sous unités s’hétérodimerisent avec IL23RB1 pour former 1’IL23
impliqué dans la voie de signalisation de Th17.Les deux récepteurs a I’'IL12 sont : IL12RB1
qui est exprimeé de maniére consécutive et IL12RB2 qui est stimulé par INFy pour la boucle
de rétroaction pour la stimulation antigénique. La TYK?2 est impliquée dans I’activation de la

signalisation de ces deux voies. Les variations au niveau de ces génes sont associées a la CBP.

» CD80 ou (B7): molécule de co-stimulation impliquée dans la présentation
antigenique CPA-TCDA4.
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» IL17R : Les mutations au niveau de ce gene diminuent la différenciation des cellules
T aux différentes populations cela méne a une dérégulation immune et a ’auto-
immunité.

» 1ZKF3: ce gene code pour un facteur de transcription impliqué dans la prolifération
des cellules B. L’IZKF3 a aussi un lien dans le développement de Th17.

» SH2B3: ce gene code pour protéine adaptatrice SH2B3 ou Lnk impliquée dans
plusieurs voies de signalisations des cytokines et de facteurs de croissances. Les souris
déficientes en SH2B3 présentent un niveau élevé de cellules T activées et ont une

grande tendance a développer des maladies auto-immunes. (Webb et al.,2015)
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Figure 3 : Représentation schématique de I’activation des cellules T CD4 par les CPA.
(Seninet et al., 2019 Unpublished data)

I -2-3 Physiopathologie de la CBP

La pathogenese de la CBP est caractérisee par un processus auto immun affectant les BEC,
la réponse immunitaire déclenchée aussi bien par les cellules T que pas les cellules B est
dirigée contre des autos antigénes spécifigue PDC (complexe pyruvate déshydrogénase)

provoquant ainsi une destruction progressive des voies biliaires.
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Cette destruction peut se produire par I’un des 3 mécanismes suggérés qui peuvent étre

indépendants les uns des autres(Figure4) :

a. Une blessure auto-immune via les actions de cellules T cytotoxiques réactives avec des
épitopes PDC. Un mécanisme potentiel alternatif est par cytotoxicité cellulaire
dépendante de la réactivité des anticorps contre les protéines PDC exprimées a la

surface des BEC dans la CBP par médiation des cellules NK.

b. Les effets toxiques des acides biliaires hydrophobes capables d'induire I'apoptose des
BEC en raison de la perte du « parapluie bicarbonate »de protection.

c. La plasticité des BEC résultant des actions locales de TGF-f converti a partir de la
forme latente en active déclenché par le stress oxydatif résultant des actions de ROS.
(Jessica et al., 2015)
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Figure4 :Mécanismes de blessure des BEC au cours de la CBP.
(Unpublished data, Seninet et al., 2019)

Les BEC expriment les TLR et peptides antimicrobiens ; agissant comme des CPA en
exprimant des molécules de CMH recrutant ainsi les leucocytes au site cible en exprimant des
molécules d’adhésion, cytokines et chimiokines. Les BEC sont caractérisées par la diminution
des marqueurs biliaires et épithéliaux, 1’acquisition des marqueurs pro-inflammatoire, pro-
fibrotique et mésenchymateux et une dérégulation de 1’autophagie suivie par une sénescence

et enfin la necroptose. (Lleo et al., 2020)
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| -2-4 Diagnostic de la CBP
a- Tests biochimiques

La CBP devrait étre suspectée lorsqu’il y a une élévation de la phosphate alcaline
sérique(ALP) inexpliquée (1.5 fois la valeur normale), des élévations d’aminotranférases et
des IgM.Le diagnostic de la CBP peut étre établi si deux des trois critéres sont présents : 1)
signes biochimiques de cholestase (activité sérique des ALP) 2) présence d’AMA. 3) Iésion
de cholangite destructrice non suppurée des canaux biliaires interlobulaires (Tableau I1)
(Christopher L et Eric Gershwin., 2014).

Tableaull : Critéres de diagnostic et caractéristiques cliniques de la CBP. (Christopher L et
Eric Gershwin, 2014)

Deux parmi ces trois critéeres :
Phosphate alkaline >1.5 fois ULN.

Présenced’ AMA.

Lésion de cholangite destructrice non suppurée des canaux
biliaires interlobulaires.

Autrescaractéristiques :
Présence d’ANA (Sp100 et gp210).

Présenced’IgMélevé.

Hypercholestérolémie/Xanthomas.

Prurits.

Fatigue.

b- Tests immunologiques

La PBC est caractérisée sérologiquement par des autoanticorps spécifiques pour les
antigénes mitochondriaux, nucléaires. AMA de type M2 (anti corps anti mitochondriale) plus
précisément anti composant E2 de I’enzyme PDH et ANA (anti corps anti nucléaires) anti
protéines de la membrane nucléaire gp120 et sp100. (Gideon et al., 2018). Les AMA sont les
marqueurs les plus spécifiques, ils sont détectés chez > de 90% des patients atteints de la
CBP. L’anticorps fait partie d’une famille d’enzymes : Complexe Pyruvate Déshydrogénase
(PDC), Complexe de la 2-Oxo-Glutarate Déshydrogénase (COGD) et Complexe de la Oxo-
Acide Déshydrogénase (COADG).Ces enzymes catalysent la décarboxylation oxydative du
substrat cétoacide et sont situés sur la membrane interne de la mitochondrie.Dans certains cas

le patient est AMA négatifs, les ANA doivent étre déterminés dans ce cas y compris les
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protéines (pg120 et sp100). Les AMA sont détectés dans les laboratoires cliniques par dosage

immunoenzymatique. (Treta et Mitchell., 2015)
c- Dosage des Immunoglobulines

Des modifications des concentrations des 1gG et des IgM sont observées chez les patients
atteints de la CBP. Avec une concentration moyenne d’IgM de 2.4x plus que la normal et une

concentration d’IgG de 1.16 x plus que la normale.(Gideon et al., 2018)
| -2-5 Epigénétique de la CBP
a- La méthylation

Une analyse approfondie de la méthylation du chromosome X dans les cellules CD4+ et

CD8+ a démontré :

» Une hyperméthylation du géene FUNDC2 (code pour une protéine responsable
d’autophagie mitochondriale) dans les cellules T CD8.

» Une déméthylation du CXCR3 (code pour un récepteur aux cytokines) dans les
cellules T CD4 chez les patients atteints de CBP.

La majorité des genes méthylés sont localisés sur le chromosome X des patients atteints de
CBP cela expligue la prédominance féminine. Cette hyperméthylation est observée sur des
génes de régulation de la réponse immunitaire telle que le géne IFTI1. (Marzorati et
al.,2016)

b- Les micro RNA

Les microARN (miARN) sont de courts ARN non codants (20-24 nt) qui sont impliqués dans
la régulation post-transcriptionnelle de 1’expression des génes dans les organismes

multicellulaires en affectant a la fois la stabilité et la traduction des ARNm(Figure 5).
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Figure 5 :Biosynthése des miARN chez I'animal (Okamura K et al.,2008).

Les miARN sont obtenus dans le noyau par transcription ou par épissage a partir d'un
intron. 1ls sont transcrits par I’ARN polymérase II dans le cadre de transcriptions primaires
plafonnées et polyadénylées (pri-miARN) qui peuvent étre codantes ou non codantes. La
transcription primaire est clivée par I’enzyme Drosha ribonucléase III pour produire un
miARN précurseur de tige-boucle d’environ 70-nt (pré-miARN), qui est encore clivé par la
ribonucléase cytoplasmique de Dicer pour générer les produits matures miRNA et
antisensmiRNA star (miRNA*). Le miARN mature est incorporé dans un complexe de
silencage induit par I’ARN (RISC), qui reconnait les ARNm cibles grace a un appariement de
base imparfait avec le miARN et entraine le plus souvent une inhibition transtraductionnelle
ou une déstabilisation de ’ARNm cible(Figure6) ce qui régulent les principaux processus
cellulaires tels que 1’apoptose, la différenciation, le cycle cellulaire et les fonctions

immunitaires.

10



Rappels bibliographiques

mIARN
e graine
@ j_ 4765432

AN o QRN Mot | (|3||||||A-55

-t 5=, ACGUACGUACGUACGUACGUAC...-3'

élement de réponse au miARN

Figure 6 :Biosynthése des miARN chez I'animal. Les miARN sont obtenus dans le noyau par

transcription ou par épissage a partir d'un intron.(Khvorova Aet al., 2003)

Gréace aux technologies avancées, plus de 200 miR exprimés de maniére différentielle chez
les patients atteints de CBP. (Marzorati et al.,2016).

L’analyse de I’expression des microRNA et des ARNm dans les cellules T CD4 de 14 patients
CBP et de 10 témoins sains a démontrée 4 miR régulés a la baisse (miR-181a, miR-181b, miR
374, miR-425) chez les cellules T CD4 des patients atteints de CBP.La baisse du taux de miR
425 induit considérablement les cytokines inflammatoires (IL2 et IFNgamma) par le biais de
N-RAS qui est a la hausse dans la voie de signalisation du TCR. Le miR 425 a été démontré
comme un régulateur inflammatoire de la CBP. Par conséquent la restauration de miR-425 ou
I’inhibition du facteur de transcription N-RAS peuvent constituer une stratégie prometteuse
dans la thérapie de la CBP. (Nakagawa R et al., 2017).

Le miR-506 est régulé a la hausse dans la CBP et entraine :

» Une diminution de I’activité de AE2 (enzyme d’échange d’anion CL"/HCOs  menant a
la sécrétion de bicarbonate dans la bile).

» Une altération des fonctions de sécrétion biliaire.

» Un déséquilibre du PH intracellulaire.
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Il s’agit d’une étude d’expression génique transcriptomique, InSilico, des cellules
épithéliales hépatiques au cours d’une cirrhose biliaire primitive. Divers outils bioinformatiques
ont été utilisés (NCBI GEO2R, Limma R, Target Scan Human, Gene Clip 2.0, Agile Protein

Interactome Dataserver).
I1-1-Materiel biologique :

Cette étude est basée sur I’indentification du profil d’expression des geénes des micro-ARN au

niveau du tissu hépatique chez :

o 15 patients (3 déclarés atteints de cirrhose biliaire primitive et 12 atteints

de cholangite sclérosante primitive),
o 7 patients atteints de NASH (Stéatohépatite non alcoolique),
o 6 témoins sains.

L'ARN utilisé pour les expériences de puce a ADN a été extrait de tissus frais congelés obtenus
a partir de foies explantés ou de biopsies hépatiques. Les échantillons du foie ont été fournis
par la biobanque norvégienne pour la Cholangite sclérosante primitive, Oslo, Norvege. La puce

Affymetrix Human Gene 1.0 st a été utilisée.

Les données de la puce a ADN (GSE159676) ont été teléchargées de la base de données Gene
Expression Omnibus (https://ncbi.xyz/geo/query/acc.cgi?acc=GSE159676).

I1-2- Les outils bio-informatiques :

Le paquet Bioconducteur Limma R, nous a permis d’identifier les génes exprimés de manicre

différentielle (DEG) entre les échantillons CBP, NASH et témoins. Ensuite I’indentification des

genes ciblés par ces micro-ARN a été faite par D’outil Target Scan Human

(http://www.targetscan.org/vert_72/), nous  avons aussi utilisé TCGApotal

(http://www.tcgaportal.org/) pour cibler I’expression des micro-ARN au niveau du tissu

spécifique (le foie).

L’étude des interactions entres les micro-ARN et les génes cibles a été réalisée par (Agile

Protein Interactome Dataserver).

11-2-1 NCBI GEOZ2R
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NCBI GEO2Rest un outil qui permet aux utilisateurs de comparer deux ou plusieurs groupes
d’échantillons issus a partir de résultats brutes de puces a ADN, RNAseq, CHIPseq, afin
d’identifier les génes qui sont exprimés de maniére différentielle. Les résultats sont présentés
sous forme de tableau indiquant les parametres suivants : le nom des génes, I’identifiant, le P

value, la localisation chromosomique du géne, le numéro d’accession du géne.

NCBI GEOZ2R utilise le paquet Limma R (Linear Models for Microarray Analysis) du projet
« Bioconducteur » qui est basé sur le langage de programmation R pour analyser les données
des micros-puces d’expression génique, en particulier I’utilisation de mode¢les linéaires pour
analyser les expériences congues et 1’évaluation de ’expression différentielle. Limma offre la
possibilité d’analyser des comparaisons entre de nombreux ARN cible simultanément dans des

expériences arbitraires complexes congues.

Nous avons selectionné les trois (3) groupes a étudier (patients atteints de CBP, patients atteints
NASH, témoins sains « healthy ») avec les parametres suivants : le nom des genes, 1’identifiant,

le P value, la localisation chromosomique du géne, le numéro d’accession du geéne. (Figure 7)

= ‘o 2 .

Figure 7 : Représentation de 1’outil NCBI GEO et son mode d’utilisation.
11-2-2 Prédiction des cibles biologique par le Target Scan Human (release 7.2)

TargetScan(http://www.targetscan.org/) prédit les cibles biologiques des miIARN

enrecherchant la présence de sites conservés 8mer, 7mer et 6mer qui correspondent a la

régionde graine de chague miARN TargetScan prédit les cibles biologiques des miARN en
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recherchant la présence de sites 8mer, 7mer et 6mer conservés qui correspondent a la région

d'ensemencement de chaque miARN (Figure 8).

Lt S —— s
e |Select|onner|'espece|

2 Enter 2 human gene symbol (e.g “Hmgal™)
or 3m Ersembl genw (ENSTO0000149943) or ramcnpt (ENSTO0000403581)

ANDOR | Entrer le nomdu géne

3. Do one of the following:

o Seiect a Sroady conserved” metORNA (amsly | Srosdy tossered MOIORNA famibes v

Figure 8 : Représentation de 1’outil Target Scan et son mode d’utilisation.
11-2-3- TCGA portal

Le Cancer Genome Atlas (TCGA), un programme historique de génomique du cancer, a
caractérise au niveau moléculaire plus de 20 000 cancers primitifs et a apparié des échantillons

normaux couvrant 33 types de cancer.

Cet effort conjoint entre le NCI et le National Human Genome Research Institute a débute

en 2006, réunissant des chercheurs de diverses disciplines et de multiples institutions.

Au cours des douze années suivantes, TCGA a généré plus de 2,5 petabytes de données
génomiques, épigénomiques, transcriptomiques et protéomiques. Les données, qui ont déja
permis d'améliorer notre capacité a diagnostiquer, traiter et prévenir le cancer et pathologies
génétiques, resteront accessibles au public pour que tous les membres de la communauté des

chercheurs puissent les utiliser.
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Nous avons utilis¢ 1’outil TCGAportal (http://www.tcgaportal.org/) afin d’étudier

I’expression de chaque géne au niveau du tissu hépatique. (Figure 9)

TCGAportsl TCGA  Pancanow  Downlosd  News  Abost
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i Sélectionner le tissu !
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Figure 9: Représentation de ’outil TCGAportal et son mode d’utilisation.
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Résultats &Discussion

D’aprés les résultats obtenus de NCBI GEO nous avons retrouvé plus de 12090 génes

(Figurel0), Généré a I’aide de Limma (vennDiagram). Nous avons pu explorer et télécharger le

chevauchement dans les geénes significatifs entre les trois groupes d’étude.

HEALTHY vs CBP vs

CBP NASH

1326 1203 1033

512 111 534

237

NASH vs

HEALTHY He08h

Figurel0: Représentation vennDiagram du chevauchement dans les genes significatifs entre les

trois groupes d’étude.

Dans le diagramme de Venn illustré dans la figurell, on peut constater le nombre de géne

exprimés de maniere différentielle dans chaque groupe, ainsi que les chevauchements dans les

genes significatifs entre les trois groupes a savoir :

« Controle sain vs CBP » : 1326 génes,

« Contrdle sain vs NASH » : 1033 génes,

« CBP vs NASH » : 237 genes,

« Contrdle sain vs CBP » vs « CBP vs NASH » : 512 genes,

« Contrdle sain vs CBP » vs « Contréle sain vs NASH » : 1203 génes,

« Contrdle sain vs CBP » vs « CBP vs NASH » vs « Contrdle sain vs NASH » : 111 genes,

« CBP vs NASH » vs « Contréle sain vs NASH » : 534 genes.
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Généré a I’aide delimma (volcanoplot) le diagramme volcan montre la signification

statistique (valeur -log10 P) par rapport a I’ampleur du changement (changement de pli log2) pour

la visualisation des geénes exprimés de maniére différentielle chez les groupes d’étude a savoir :

=« Controle sain vs CBP », (Figurell)

=« Controle sain vs NASH », (Figure 13)

= « CBP vs NASH ». (Figure 12)

Les genes mis en evidence sont exprimés de maniére significative différentielle a un seuil

de valeur de p ajusté par défaut de 0,05 (rouge = upregulated, bleu = downregulated).

-log10(Pvalue)

16

14 -

12

Padj<0.05
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log2(fold change)

Figurell : Représentation volcanoplot des génes exprimés de maniére différentielle chez

les groupes d’étude « Healthyvs CBP ».
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Figure 12 : Représentation volcanoplot des genes exprimes de maniere différentielle chez

les groupes d’étude « CBP vs NASH ».
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Figure 13: Représentation volcanoplot des génes exprimés de maniére différentielle chez
les groupes d’étude « NASH vs HEALTHY ».
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Parmi les 12090 genes retrouvés dans ces résultats, neuf (09) micro-RNA sont exprimés de
maniere différentielle chez les différents groupes étudiés CBP, NASH et témoins sains (healthy)
(Tableau I1T1)

Tableau I11: Résultats des miRNA retrouvés par I’analyse NCBI GEO2R.

Z
[3

ID P.val Gene symbole Chr localisation

8021416 3.97e-11 Mirl22 18921-1
7900488 6.12e-09 Mir30E 1p34-2
8067944 1.15e-07 Mir LET7C 219211
8067942 3.42e-07 Mir99A 21921-1
7949273 2.33e-06 Mir192 11913-1
- 7971661 4.40e-06 Mirl5A 13914-2
8073816 6.73e-06 MirLET7BHG 22013-31
. 8087881 3.11e-05 MIrLET7G 3p21-1
- 8175261 4.13e-09 Mir503 X0q26.3
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e miR122 est sous-exprimé chez les patients atteints de CBP avec une différence
significative p <0.05, par rapport a son expression chez les patients atteint de NASH ainsi
qu’aux témoins sains ou le taux d’expression du miR 122 est retrouvé pratiqguement le

méme sans différence significative p> 0.05. (Figurel4)
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Figure 14: Représentation par histogramme du taux d’expression de miR122 chez les groupes

d’étude (CBP, NASH, témoins sains).

Selon Coulouarn.,et al 2009, les niveaux de miR-122 sont fréquemment réduits dans le
carcinome hépatocellulaire (CHC) par rapport au foie normal, et les niveaux bas de miR-122 sont

corrélés avec un mauvais pronostic.

La surexpression de miR-122 réduirait les propriétés tumorigénes dans les lignées cellulaires
CHC, ce qui suggere qu’il fonctionne comme un geéne suppresseur de tumeur, et augmente la
réponse des cellules aux médicaments chimiothérapeutiques. Plusieurs genes cibles miR-122 ont
été impliqués dans la tumorigenése, y compris ADAM10, IGF1R, CCNG1 et ADAM17.(TsaiWet
al., 2009)

D’apres les résultats retrouvés des génes exprimés de maniere différentielle (Figurel5), le gene
IGFBP (p-valu = 1.61e-12) est surexprimé chez les patients atteints de CBP et les témoins par
rapport au groupe de patients atteints de NASH, aucune différence significative n’a été retrouvée

entre les trois groupes.
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Figurel5 : Représentation par histogramme du taux d’expression du géne IGFBP chez les
groupes d’étude (CBP, NASH, témoins sains).

Ces résultats des taux élevés du gene IGFBP chez le groupe de patients atteints de CBP
corroborent avec les résultats de la sous-expression du miR122 chez ce groupe, d’ou ¢a fonction
de réprimer le gene IGFBP qui est un membre de la famille des protéines de liaison au facteur de
croissance analogue a I’insuline, Leu et George (2007) ont conclu que I’'IGFBP1 pourrait étre un

régulateur négatif de la voie p53/BAK-dépendante de 1’apoptose. (Figurel6) (Leu J et al., 2007)
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Figurel6: Représentation schématique du double réle de miR122. (Seninet et al., 2021 Unpulished

data)

MIR30E est sous-exprimé chez les patients atteints de CBP avec une différence

significative p <0.05, par rapport a son expression chez les patients atteint de NASH ainsi

qu’aux témoins sains ou le taux d’expression du miR30E est retrouvé pratiquement le

méme sans différence significative p> 0.05. (Figurel?)
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Figure 17 :

Représentation par histogramme du taux d’expression de miR30E chez les

groupes d’étude (CBP, NASH, témoins sains).
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Les résultats obtenus de TCGA portal au niveau du tissu hépatique pourraient confirmer que le
miR30E cible le géne EIF3G qui code pour un composant du complexe de facteur d’initiation de
la traduction eucaryote 3 (elF-3), qui est requis pour plusieurs étapes de I’initiation de la traduction.
Le complexe elF-3 cible et initie spécifiquement la traduction d’un sous-ensemble d’ARNm
impliqués dans la prolifération cellulaire, y compris le cycle cellulaire, la différenciation et
I’apoptose. (Lee AS et al.,2015)

D’apres les résultats retrouvés des geénes exprimés de maniére différenticlle (Figurel8), le
géne EIF3G (p-valu = 3.75e-09) est surexprimé chez les patients atteints de CBP avec une

différence significative (p < 0.05) par rapport au groupe de patients atteints de NASH.
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Figurel8: Représentation par histogramme du taux d’expression du géne EIF3G chez les

groupes d’étude (CBP, NASH, témoins sains).

Le gene EIF3G fait partie des composants de liaison a I’ARN du complexe facteur d’initiation
de la traduction eucaryote 3 (elF-3), qui est nécessaire pour plusieurs étapes dans I’initiation de la
synthése des protéines, Le complexe elF-3 cible et initie spécifiquement la traduction d’un sous-
ensemble d’ARNm impliqués dans la prolifération cellulaire, y compris le cycle cellulaire, la
différenciation et I’apoptose, et utilise différents modes de liaison de I’ARN tige-boucle pour

exercer une activation traductionnelle ou une répression.(MamikoMet al.,2007)

Cependant, le miR30E pourrait avoir un double role dans le carcinome hépatocellulaire ; un

role suppresseur de tumeur et un role d’oncogene. (Gramantieri L et al., 2020)
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Il a d¢ja été démontré que 1’apoptose est liée a la physiopathologie de la CBP ce qui constitue un

appui pour dire que le miR-30E pourrait avoir un réle protecteur. (Figurel9)
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Figurel9: Représentation schématique du double réle de miR-30 E. (Seninet et al., 2021 Unpulished
data)

e mMIiR192 est sous-exprimé chez les patients atteints de CBP avec une différence
significative p < 0.05, par rapport a son expression chez les patients atteint de NASH ainsi
qu’aux témoins sains ou le miR192 est retrouvé exprimé avec des taux plus éleves
relativement au groupe de patient NASH mais sans aucune différence significative (p>
0.05).(figure20)
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Figure 20: Représentation graphique du taux d’expression de miR192 chez les 3 groupes étudiés
(CBP, NASH, témoins sains).

Le niveau sérique de miR-192 est considérablement réduit dans la cirrhose qui évolue en

carcinome hépatocellulaire, lors d'une infection par le virus de I'népatite B (Tan et al., 2015).

Le miR-192 circulant est une molécule flexible et contribue a la progression de diverses
maladies du foie liées au VHB. Ce qui démontre le role offensif du miR-192 dans la NASH. (Fu-
jiaRenetal.,2021)

Selon (Pichiorri., et al 2010), le mir-192 est considéré comme un régulateur positif de p53, un

suppresseur de tumeur humain.

Il est également surexprimé dans le cancer gastrique, et pourrait étre utilisé comme biomarqueur
ou cible thérapeutique. 1l a également été suggéré que mir-192 pourrait étre utilisé comme

biomarqueur pour les dommages au niveau du foie induits par les médicaments. (Jin Z et al.,2011)

e MIRLET7C est sous-exprimé chez les patients atteints de CBP avec une différence
significative p < 0.05, par rapport a son expression chez les patients atteint de NASH ainsi
qu’aux témoins sains ou le mMIRLET7C est retrouvé plus exprimé chez les patients atteints
de NASH relativement aux témoins, cependant sans aucune différence significative notée
(p>0.05). (Figure 21)
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Figure2l : Représentation graphique du taux d’expression de miR-LET7C chez les 3 groupes
étudiés (CBP, NASH, témoins sains).

D’apres les résultats obtenus par TCGA portal le miR-LET7C ciblerait le géne ADAMS9 qui
code pour disintegrin and metalloprotease 9 qui est impliquée dans différents processus

biologiques tels que les interactions cellule-cellule et cellule-matrice extra cellulaire.

La surexpression du geneADAMOI(Figure 22) favorise la progression tumorale, la résistance

thérapeutique et la métastase des cancers. (Chou et al.,2020)
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Figure 22 : Représentation schématique illustrant le réle possible de miR-LET7Cdans I’atteinte

hépatique. (Seninet et al., 2021 Unpulished data)

D’apres les résultats retrouvés a partir des génes exprimés de maniére différentielle, il a été également
décelé 4 autres miR a savoir : miR99a, miR15a, mMIRLET7G et le miR503. Les génes cibles de ces
quatre derniers mirs n’ont pas été retrouvés parmi les génes exprimés de manicre différentielle
chez les 3 groupes d’étude. La description et la fonction des quatre miRNAsont représentées dans
le Tableau IV.

27



Résultats &Discussion

8067942

Tableau IV: Description des miR99a, miR15a, miRLET7G et le miR503.

3.42e-07

Gene symbole

Mir99A

Chr
localisatio

n

21q21-1

Fonction

Suppression de la prolifération et la
migration des cellules dans le cancer du
foie en ciblant le géne HOXA1.(Tao et
a.,2019)

7971661

4.40e-06

Mirl5A

13q14-2

Suppresseur de tumeur dans le
neuroblastome en ciblant le proto-
oncogene  MYCN. (Chava S et
al.,2020)

8087881

3.11e-05

MIrLET7G

3p21-1

Régule la prolifération cellulaire et

I’apoptose des cellules de
I’hépatome.(Wu L et al.,2014)

8175261

4.13e-09

Mir503

Xq26.3

Suppresseur de tumeur pas ses effets
sur les genes cibles régulant la

prolifération, la migration et I’invasion

cellulaires.(Gupta G et al.,2018)

28




Conclusion



Conclusion

La cirrhose biliaire primitive est caractérisée par la destruction progressive des petits
canaux biliaires intra-hépatiques, dont les autoanticorps responsables de cette destruction sont
de deux types : les anticorps anti-mitochondrie de type M2 (AMA M2) et les anticorps anti-
nucléaires (ANA) [anti-membrane nucléaire « anti-gp210 » et anti pores nucléaire « anti-
Sp100 ».

L’apoptose est I’'un des mécanismes impliqués dans la destruction des cellules épithéliales

biliaires. Les micro-ARN sont des régulateurs importants de I’apoptose.
Notre étude nous a permis d’identifier 9 micro-ARN exprimés de maniére différentielle :

- Le miR-122, miR-30°%, miR-15A, miR-99A, miR-192, miR-LET7C et miR-LET7G
sont sous exprimeés chez les patients CBP.

- Le miR-192 est surexprimé chez les patients atteints de NASH

- Le miR-LET7BHG est surexprimé chez les 2 groupes d’étude : NASH et CBP alors

qu’il est sous exprimé chez les témoins sains.

Nous avons aussi constaté que :

- Le mir-122 ciblerait les genes ADAM10, IGF1R, CCNG1 et ADAM17 qui sont
impligués dans la tumorogenese.

- Le géne IGFBP est surexprimé chez les patients atteints de CBP, ’IlGFBP1 pourrait
étre un régulateur négatif de la voie p53/BAK-dépendante de I’apoptose.

- Le miR-30E ciblerait le géne EIF3G qui est surexprime chez les patients atteints de
CBP.

- Le miR-15A ciblerait le géne GDF11 qui favorise la fibrose.

- Le miR-192 ciblerait le géne APEX1 qui code pour une enzyme endonucléase AP
impliquée dans la réparation de I’ADN.

- Le miR-99A ciblerait le géne HOXA1 qui code pour un facteur de transcription
spécifique qui pourrait étre impliqué dans plusieurs processus de développement
cellulaire.

- Le miR-LET7G ciblerait le géene DCLER1C impliqué dans la recombinaison VDJ et
dans la réparation de I’ADN.

- Le miR-LET7C ciblerait le géne ADAM9 qui favorise la progression tumorale.
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Conclusion

Cette étude a été menée dans le but de chercher de nouvelles perspectives dans la thérapie de
la CBP en utilisant les micro-ARN protecteurs pour le traitement de la maladie en premier
temps et en second temps de valoriser ces résultats pour créer un test PCR multiplex, ce qui
pourrait étre réalisé grace a la RT-PCR de la « next » génération (MuDT) qui permet de
détecter et de quantifier plusieurs cibles simultanément et cela dans une seule chaine

fluorescente, comme un test de pronostic et de diagnostic pour cette pathologie.
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R Script:

# Version info: R 3.2.3, Biobase 2.30.0, GEOquery 2.40.0, limma 3.26.8

HHH B R R
# Differential expression analysis with limma

library(GEOquery)

library(limma)

library(umap)

# load series and platform data from GEO

gset<- getGEO("GSE159676", GSEMatrix =TRUE, AnnotGPL=TRUE)
if (length(gset) > 1) idx<- grep("GPL6244", attr(gset, "names")) else idx<- 1
gset<- gset[[idx]]

# make proper column names to match toptable
fvarLabels(gset) <- make.names(fvarLabels(gset))

# group membership for all samples
gsms<- "000000111111122222222222233344X43"
sml<- strsplit(gsms, split="")[[1]]

# filter out excluded samples (marked as "X")
sel<- which(sml 1= "X")

sml<- sml[sel]

gset<- gset[ ,sel]

# log2 transformation
ex <- exprs(gset)
gx<- as.numeric(quantile(ex, c(0., 0.25, 0.5, 0.75, 0.99, 1.0), na.rm=T))
LogC<- (gx[5] > 100) ||
(gx[6]-gx[1] > 50 &&qx[2] > 0)
if (LogC) { ex[which(ex <= 0)] <- NaN
exprs(gset) <- log2(ex) }

# assign samples to groups and set up design matrix

gs<- factor(sml)

groups <- make.names(c(""Healthy","NASH","PSC","PBC","AIH"))
levels(gs) <- groups

gset$group<- gs

design <- model.matrix(~group + 0, gset)

colnames(design) <- levels(gs)

fit <- ImFit(gset, design) # fit linear model

# set up contrasts of interest and recalculate model coefficients
cts<- c(paste(groups[1],"-",groups[2],sep=""), paste(groups[1],"-",groups[4],sep="""),
paste(groups[4],”-",groups[5],sep=""))

cont.matrix<- makeContrasts(contrasts=cts, levels=design)

fit2 <- contrasts.fit(fit, cont.matrix)
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# compute statistics and table of top significant genes
fit2 <- eBayes(fit2, 0.01)
tT<- topTable(fit2, adjust="fdr", sort.by="B", number=250)

tT<- subset(tT, select=c("ID","adj.P.Val","P.Value","F","Gene.symbol","Gene.title"))
write.table(tT, file=stdout(), row.names=F, sep="\t")

# Visualize and quality control test results.

# Build histogram of P-values for all genes. Normal test

# assumption is that most genes are not differentially expressed.
tT2 <- topTable(fit2, adjust="fdr", sort.by="B", number=Inf)
hist(tT2%$adj.P.Val, col = "grey"”, border = "white", xlab = "P-adj",
ylab = "Number of genes", main = "P-adj value distribution")

# summarize test results as "up”, "down" or "not expressed"
dT<- decideTests(fit2, adjust.method="fdr", p.value=0.05)

# Venn diagram of results
vennDiagram(dT, circle.col=palette())

# create Q-Q plot for t-statistic
t.good<- which(lis.na(fit2$F)) # filter out bad probes
qqt(fit2$t[t.good], fit2$df.total[t.good], main="Moderated t statistic™)

# volcano plot (log P-value vs log fold change)

colnames(fit2) # list contrast names

ct<-1 # choose contrast of interest

volcanoplot(fit2, coef=ct, main=colnames(fit2)[ct], pch=20,
highlight=length(which(dT[,ct]!=0)), names=rep('+', nrow(fit2)))

# MD plot (log fold change vs mean log expression)

# highlight statistically significant (p-adj< 0.05) probes
plotMD(fit2, column=ct, status=dT[,ct], legend=F, pch=20, cex=1)
abline(h=0)

HHHBHHH R R R
# General expression data analysis
ex <- exprs(gset)

# box-and-whisker plot

dev.new(width=3+ncol(gset)/6, height=5)

ord<- order(gs) # order samples by group

palette(c("#1B9E77", "#7570B3", "#E7298A", "#E6ABO02", "#D95F02",

"H66A61E", "#A6761D", "#B32424", "#B324B3", "#666666"))

par(mar=c(7,4,2,1))

title <- paste ("GSE159676", "/", annotation(gset), sep ="")

boxplot(ex[,ord], boxwex=0.6, notch=T, main=title, outline=FALSE, las=2,
col=gs[ord])

legend("topleft”, groups, fill=palette(), bty="n")
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dev.off()

# expression value distribution

par(mar=c(4,4,2,1))

title <- paste ("GSE159676", "/", annotation(gset), " value distribution”, sep ="")
plotDensities(ex, group=gs, main=title, legend ="topright")

# UMAP plot (dimensionality reduction)

ex <- na.omit(ex) # eliminate rows with NAs

ex<- ex[!duplicated(ex), ] # remove duplicates

ump <- umap(t(ex), n_neighbors = 13, random_state = 123)

par(mar=c(3,3,2,6), xpd=TRUE)

plot(ump$layout, main="UMAP plot, nbrs=13", xlab="", ylab="", col=gs, pch=20,
cex=1.5)

legend("topright”, inset=c(-0.15,0), legend=levels(gs), pch=20,

col=1:nlevels(gs), title="Group", pt.cex=1.5)

library("maptools™) # point labels without overlaps

pointLabel(ump$layout, labels = rownames(ump$layout), method="SANN", cex=0.6)

# mean-variance trend, helps to see if precision weights are needed
plotSA(fit2, main="Mean variance trend, GSE159676")

Figure23: Représentation du geneADAMY. a) modele d’homologie (Q13443/6bDZc) dont le
pourcentage d’identité est: 28.6%. b) Modele d’homologie (Q13443/2eroA) dont le
pourcentage d’identité est: 39.4%.
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Figure 24 : Représentation du géneGDF11 : a) modéle Homologue (095390/5ntuA) dont le
pourcentage d’identité est : 66.6%. b) PDB structure (5jhw) dont le pourcentage d’identité
est :100%.
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Figure 25: Structures-en epingle a cheveux de la séquence du miR-122. (Landgraf P et

al.,2007)
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Figure26:Structure en epingle a cheveux de la séquence du miR30E. (Lui W et al., 2007)
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Figure27 : Représentation par histogramme de miR99A chez les 3 groupes étudiés

(CBP,NASH, témoins sains). .(Landgraf P et al.,2007)
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Figure28 : Représentation de la structure en épingle a cheveux de la séquence du miR-15A.
.(Landgraf P et al.,2007)
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Figure 29: Représentation de la structure en épingle a cheveux de la séquence du miR-99A.
.(Landgraf P et al.,2007)
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Figure30 : Représentation de la structure en épingle en a cheveux de la séquence du miR-503.
.(Landgraf P et al.,2007)
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Figure 31: Structure en épingle en a cheveux de la séquence du miR-192.(Landgraf P et

al.,2007)
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Figure 32: Structure en épingle en a cheveux de la séquence du miR-LET7C. (Landgraf P et
al.,2007)
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Figure 33 : Représentation par histogramme de miR-503 chez les 3 groupes étudiés

(CBP,NASH, témoins sains).
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Figure 35 : Représentation par histogramme de miR-LET7G chez les 3 groupes étudiés

(CBP,NASH, témoins sains).
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